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DESCRIZIONE 

a corredo di una domanda di brevetto per invenzione 
industriale dal titolo: 

"Metodo per la determinazione quantitativa e 
semiquantitativa - di L-f enilalanina, L-tirosina, L- 
3, 4-diidrossif enilalanina e dei loro corrispondenti 
chetoacidi nei fluidi biologici e relativo kit 
diagnostico" - eg 

Titolare: Universita degli Studi di Roma "Tor 
Vergata" 

Inventor i: Giorgio RICCI, Giorgio FEDERICI , Francesco 
RICCI 
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. La presente invenzione concerne un metodo per cb 
la determinazione quantitativa e semiquantitativa di S 
L-fenilalanina, L-tirosina, L-3,4~ 

diidrossif enilalanina (L-DOPA) e dei loro 
corrispondenti cheto.acidi nei fluidi biologici e il 
relativo kit diagnostico, in pa rti c olare, per la 
diagnosi ed il momroraggxo ai disiaetabolismi 
congeniti di detti amminoacidi . Piu specif icatamente, 
1' invenzione si riferisce ad un metodo per la 
determinazione quantitativa e semiquantitativa di L- 
fenilalanina, L-tirosina, L-3, 4-diidrossif enilalanina 
e dei loro corrispondenti chetoacidi basato su una 



interazione chimica specifica tra detti chetoacidi e 
alcuni derivati della fen'azina. 

E f noto che gli amminoacidi L-f enilalanina, L- 
tirosina ed L-3, 4-diidrossif enilalanina sono 
normalmente presenti nei liquidi biologici quali 
prodotti del catabolismo proteico o sintetizzati ex 
novo da specif iche e ben note vie biosintetiche . 

. La loro concentrazione alio stato stazionario e 
finemente regolata da sistemi enzimatici' ed ormonali 
ed un anomalo e persistente incremento della loro 
concentrazione ematica pud essere legato a specifici 
difetti genetici o ad alterazioni nel funzionamento 
dei suddetti sistemi causate da farmaci o fattori 
ambientali. 

Normalmente 1'aumento della concentrazione' di 
tali amminoacidi a livello ematico e cellulare 
determina anche un f aumentata escrezione dei loro 
prodotti di deaminazione ossidativa, ossia dei loro 
corrispondenti chetoacidi quali 1'acido f enilpiruvico 
(PPA) , 1'acido 4-idrossif enilpiruvico (HPP) e 1'acido 
3,4 diidrossif enilpiruvico (DHPP) . 

Le principali patologie connesse con alterati 
livelli ematici di tali component! sono la 
f enilchetonuria (PKU) , l' iperf enilalaninemia non 



f enilchetonurica, . la tirosinosi, il neuroblastoma e 
il morbo di Parkinson. 

La f enilchetonuria e una gravissima patologia 
ereditaria determinata dal difettoso funzionamento o 
dall' anomala sintesi dell'enzima L-f enilalanina 
idrossilasi, responsabile della conversione della L- 
fenilalanina in L-tirosina.. 

Tale patologia e caratterizzata da un 
incremento della L-f enilalanina serica (>1,2 mM) e da 
una incrementata escrezione di f enilpiruvato nelle 
urine, L'elevata ' concentrazione di L-f enilalanina 
serica produce danni neurologici irreversibili e 
ritardo mentale. Una tempestiva diagnosi di tale 
patologia, entro due-tre settimane dalla nascita, 
consente di attivare precocemente una dieta 
alimehtare a basso contenuto di L-f enilalanina, 
riducendo o eliiuinando i danni neurologici. A causa 
della elevata incidenza di tale patologia (1:10000) e 
della sua gravita, lo screening neonatale e 
raccomandato dal WHO ed e obbligatorio in molti paesi 
occidental!. Decine di milioni di neonati vengono 
analizzati ogni anno per tale patologia ed un elevato 
numero di pazienti f enilchetonurici adulti devono 
sottoporsi a frequenti controlli per 1' ottimizzazione 



delle diete* alimentari a basso contenuto di * L- 
f enilalanina. 

Attualmente sono molteplici le metodiche usate 
per lo screening neonatale della f enilchetonuria, per 
il controllo della terapia dietetica del 
f enilchetonurici e per la conferma della diagnosi di 
positivita ottenuta dai test di screening* 

Ad esempio, il test semiquantitativo per il 
f enilpiruvato urinario viene impiegato per il 
controllo dietetico di f enilchetonurici conclamati. 
II test pud essere eseguito in soluzione o mediante 
Spot-Test su supporto di cellulosa, come ad esempio 
il test Phenistix ®, e si basa su una reazione 
colorimetrica dell'acido f enilpiruvico in ambiente 
acido con gli ioni ferrici. II complesso verde che si 
forma e pero caratterizzato da scarsa stabilita. 
Inoltre la reazione non e specifica, dando identica 
colorazione con differenti chetoacidi- di origine 
organica. II limite di determinazione per il 
fennpiruvico urinario e di circa 0,6 mM. 

Un . altro metodo analitico di tipo 
semiquantitativo e rappresentato ' dal test 
microbiologico di Guthrie (Guthrie, R., Susi, A. 
(1963) Pediatrics 32, 338-343) . Tale test, ampiamente 
impiegato in Italia ed in Europa per lo screening 



neonatale, rivela semiquantitativamente la 

concentrazione serica di L-f enilalanina basandosi 
sulla capacita di detto amminoacido di neutralizzare 
l'effetto di un antagonista metabolico di un mutante 
di Bacillus subtilis, la 0-2-tienilalanina . II limite 
di questo' tipo di approccio e la rivelazione di 
numerosi "falsi positivi". 

Un ulteriore metodo consiste nella 
determinazione f luorimetrica della . L-f enilalanina 
serica (McCaman, M.N. and Robins, E. (1962) J. Lab. 
Clin. Med. 9, 885-890) come saggio di screening 
neonatale (Lubenow, N., Diepenbrock, F., Schickling, 
H. Bock, D., Heckler, R., Sander, J. (1994) Eur. J. 
Clin. Chem. Clin. Biochem. 32, 525-528) . Infatti, la 
L-fenilalanina in presenza del dipeptide L-leucil-L- 
alanina reagisce con la ninidrina formando ■ un 
prodotto fluorescente con massimo di emissione a 515 
niu (X ex = 365 nm) . II saggio e previsto su campioni di 
sangue secco e analisi su micropiastre . II test e 
preciso e accurato ma prevede almeno quattro, cinque 
ore di analisi e l f imp lego di una specif ica 
strumentazione . 

La determinazione della L-fenilalanina mediante 
saggio spettrofotometrico si basa invece sulla 
deaminazione ossidativa della L-fenilalanina ad opera 



della L-f enilalanina deidrogenasi (EC 1.4.1.20) in 
presenza di NAD + . II NADH . cosi prodotto viene dosato 
impiegando la diaforasi che trasferisce gli elettroni 
del NADH ad un aecettore di elettroni come, ad 
esempio, il violetto di iodonitrotetrazolio che viene 
ridotto a sale di formazano. I formazani presentano 
assorbimenti specifici nella regione visibile attorno 
ai 500-580 nm e permettono di quantificare la 
concentrazione serica della L-f enilalanina mediante 
misure spettrof otometriche . 

Questa tecnica colorimetrica, descritta nel 
1992 (Dooley, K.C. (1992) Clin. Biochem. 25, 271-276) 
e successivamente adattata .per il monitoraggio della 
f enilalanina per spot ematici secchi (Randell, E.W. 
and Lehotay, D.C. (1996) Clin. Biochem. 29, 133-138), 
presenta notevole accuratezza ma un limite di 
determinazione non molto inferiore alia 

concentrazione di L-f enilalanina serica accettata 
come valore cut-off per lo screening neonatale, cioe 
pari a 0, 15 mM. 

Inoltre per minimizzare il fenomeno della 
cross-reattivita della L-tirosina serica, anch'essa 
substrato dell'enzima f enilalanina deidrogenasi, il 
saggio prevede che la reazione di ossidazione della 
L-f enilalanina awenga a pH elevati e la riduzione. 



del sale di formazano a pH inferiore. Quindi, la 
procedura prevede due distinte fasi che complicano 
1' analisi. 

Infine, un ulteriore metodo di determinazione 
della L-f enilalanina consiste nelle tecniche 
cromatograf iche . In questi ultimi anni sono state 
messe a punto un certo numero di metodiche 
cromatograf iche e tra queste alcune impiegano la 
cromatograf ia liquida ad alta pressione per separare 
la L-f enilalanina • dopo - derivatizzazione con o- 
ftalaldeide. Tale metodica impiega una colonna a fase 
inversa e un rivelatore a fluorescenza (Volmer, D.W., 
Jinks, D.C., Guthrie,- R. (1990) Anal. Biochem. 189, 
115-121). La" L-f enilalanina e stata anche determinata 
mediante elettrof oresi zonale capillare (Tagliaro et 
al- (1994) Electrophoresis 15, 94-97) . 

Le procedure sopra descritte presentano una 
buona sensibilita ma sono scarsamente impiegabili per 
analisi routinarie o per screening di massa poiche 
sono costose e richiedono apparecchiature analitiche 
non convenzionali e tempi di analisi dilatati. La 
spettrometria di massa (Sweetman, L. (1996) Clin. 
Chem. 42, 345-346) e la spettrometria di risonanza 
magnetica nucleare (Novotny, E.J. et al . (1995) Ped. 
Res. 37, 244-249) presentano inconvenient! analoghi. 



L' iperf enilalaninemia non-f enilchetonurica e 
una patologia a decorso spesso benigno caratterizzata 
da un moderate incremento di L-f enilalanina serica 
(<1,2 mM) che pud essere causata da deficienza di 
tetraidrobiopterina. Data la asintomaticita di tale 
difetto metabolico, la iperf enilalaninemia non viene 
comunemente diagnosticata. Recenti studi hanno 
accertato che i neonati di madri 

iperf enilalaninemiche sono maggiormente esposti a 
microencef alie e hanno un quoziente intellettivo 
inferiore alia media (Piatt, L.D. et al. (2000) Am J 
Obstet Gynecol 182, 326-33) . 

Tale patologia viene generalmente diagnosticata 
mediante l'analisi degli amminoacidi serici con 
metodiche convenzionali HPLC o mediante il succitato 
test di Guthrie. 

La tirosinosi e una grave patologia dovuta a 
carenza dell' enzima 4-idrossif enilpiruvico ossidasi . 
Essa e caratterizzata da un aumento di L-tirosina 
serica e da una elevata escrezione urinaria 
dell'acido 4-idrossif enilpiruvico . Tale patologia, se 
non risulta fatale nell' inf anzia, determina la 
cirrosi nel soggetto adulto. 

La diagnosi della patologia pud essere 
effettuata determinando l'acido 3- 
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idrossifenilpiruvico .a livello urinario mediante il 
test colorimetrico di Millon, che pero risulta essere 
scarsamente sensibile e specif ico. 

Risultati piu accurati si ottengono determinando 
la L-tirosina mediante metodiche HPLC o mediante una 
specif ica reazione con 1' a-nitroso-p-naf tolo . II 
prodotto e fluorescente e pud essere determinate) a 
570 nm per eccitazione a 460 nm (Hsia, D.,Y.-Y., 
Inouye, T. in x> Inborn Errors of Metabolism" (Yearbook 
Medical Publisher, Inc) pp 69-71 (1966)): 

Come e noto, il neuroblastoma rappresenta una 
grave forma tumorale che colpisce prevalentemente 
nell' infanzia ed e quasi sempre fatale. Recenti studi 
indicano che un anomalo incremento di L-DOPA serica e 
urinaria pud essere indicativo di una fase precoce di 
questa patologia. Infatti, le colture cellulari di 
neuroblastoma arrestate al primo stadio dello 
sviluppo delle creste neurali presentano una carente 
attivita L-DOPA decarbossilasica che puo causare un 
accumulo serico e urinario di L-uOPA (Ikeda,H et al. 
(1995) Hypertens. Res. 18, S209-210) ed un incremento 
urinario di acido 2, 3-diidrossif enilpiruvico . 

Attualmente la L-DOPA viene determinata, dopo 
separ^zidne su HPLC,- con metodiche di tipo 
f luorimetrico mentre non sono note procedure 



specifiche per la detexminazione nel siero o nelle 
urine del corrispondente chetoacido, l'acido 2,3- 
diidrossif enilpiruvico . 

II morbo di Parkinson e una patolbgia 
neurodegenerativa invalidante dovuta ad una carente 
produzione di dopamina nel sistema nervpso centrale. 
Attualmente essa viene curata mediante 

somministrazione di L-DOPA che e il precursore 
metabolico della dopamina ed e in grado di superare 
. la barriera ematoencef alica . 

Una semplice metodica per il dosaggio urinario 
di L-DOPA o del suo prodotto catabolico, l'acido 2,3 
diidrossifenilpiruvico, e auspicabile per ottimizzare 
i dosaggi- delle somministrazioni di L-DOPA nei 
pazienti parkinsonian!. Ad oggi sono disponibili 
varie metodiche per la deterrainazione della L-DOPA 
molti dei quali basati su saggi spettrof otometrici, 
fluorimetrici, HPLC, alquanto complessi e dispendiosi 
in termini di tempo. 

j±Mxa iace di quanto sopra esposto risulta, 
pertanto, evidente 1'esigenza di poter disporre di 
nuovi metodi per la quantif icazione degli amminoacidi 
L-f enilalanina, L-tirosina ed L-3,4- 

diidrossifenilalanina e dei loro corrispondenti 
chetoacidi che siano veloci, semplici, sensibili e 



consentano al tempo stesso di limitare i costi per la 
diagnosi ed il monitoraggio di dismetabolismi 
congeniti degli amminoacidi sopra menzionati. 

Gli autori della presente invenzione hanno ora 
sorprendentemente trovato che alcuni sali organici 
derivati della fenazina quali, ad esempio, la 
fenazina metosolfato (PMS) e la fenazina etosolfato 
(PET) sono in grado di interagire specif icatamente 
con i chetoacidi f enilpiruvico (PPA) , 3- 
idrossif enilpiruvico (HPP) e 3,4- 

diidrossif enilpiruvico (DHPP) in ambiente alcalino, 
producendo un . complesso dotato di elevato 
coefficiente di estinzione in una regione spettrale 
dove sia il PMS (o il PET) sia i suddetti chetoacidi 
non presentano assorbimenti apprezzabili . Pertanto 
tale reazione pud essere vantaggiosamente impiegata 
sia per la determinazione quantitativa di detti 
chetoacidi, sia per la determinazione quantitativa 
degli amminoacidi precursor i prev-iaiaente tras format! 
in chetoacidi, 

I sali organic! derivati della fenazina sono 
caratterizzati da uno spettro di assorbimento con 
massimo centrato attorno ai 300 nm e sono largamente 
impiegati in campo biochimico in qualita di 
trasportatori di elettroni. 



L' interazione specif ica tra i sali organici 
derivati del PMS (o PET) ed i chetoacidi PPA, HPP e 
DHPP in ambiente alcalino (tra pH 7,0 e pH 10) 
produce un complesso a trasf erimento . di carica di 
colore azzurro che presenta notevole stabilita ed un 
elevato assorbimento della luce visibile che si 
traduce in un elevato coefficiente di estinzione 
molare con massimo di assorbimento a 663 nm. Tale 
reazione permette di evidenziare e quantificare sia 
ih soluzione sia su supporto solido detti chetoacidi*. 
Lo schema della reazione tra il PPA e il PMS e 
illustrata nella Figura 1. 

La natura chimica del compless.o PPA- PMS e stata 
confermata mediante spettrometria di massa del 
prodotto . isolato mediante HPLC e successivamente 
cristallizzato che m fornisce lo spettro di uno ione 
molecolare di massa 358 ed uno ione di massa 397 
corrispondente al sale potassico del complesso, 

II complesso a trasf erimento di carica si forma 
quantitativamente dopo alcuni minuti di incubazione a 
25°C in presenza di alcuni eccessi molari di PMS. 

La cinetica di reazione per la formazione del 
complesso a trasf erimento di carica PPA-PMS dipende 
dalla concentrazione del tampone impiegato come 



mostrato nella Tabella 1 ed e direttamente 
proporzionale alia concentrazione dei reageriti. 



Tabella 1 



Molarita del tampone 
fosfato (M) 


Velocita iniziale a 663 nm 
(AA/min) 

(0;i M PPA- 1 mM PMS) 


1 


0, 19 


0, 5 


0,15 


0,1 


0, 05 


0, 05 


0, 03 


0, 01 


0,005 



Cinetica di formazione del complesso PMS-PPA In Tampone 
K-f osf a to pH 8.5 a varie concentrazioni . 

Inoltre, e stata saggiata la specificita di 
reazione dei sali organici derivati dellja fenazina 
con i suddetti ' chetoacidi incubando sia il PMS sia 
il PET con quindici tra i piu importanti chetoacidi 
fisiologici tra i quali, ad esempio, l'acido 
piruvico, l'acido acetacetico, l'acido alfa- 
chetoglutarico, l'acido alf a-chetobutirrico . Alia 
concentrazione pari a 0, 1 mM (PMS = 1 idM in T.F. pH 
8,5) nessuno di detti chetoacidi produce apprezzabili 
variazioni' spettrali a 663 nm. 
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La notevole stabilita e l f elevato coef f iciente 
di estinzione dei complessi PPA-PMS, HPP-PMS e DHPP- 
PMS, rassenza di assorbimento a 663 nm sia dei sali 
organici derivati dalla fenazina sia dei suddetti 
chetoacidi e l'assenza di interf erenti nei liquidi 
biologici xendono tale reazione particolarmente 
adatta per la messa punto di different! procedure \ 
analitiche per la rivelazione ed il dosaggip di PPA, 

HPP e DHPP in liquidi biologici che non presentino ^ 

* ,> 

gli svantaggi delle metodiche note. * .'.'^ 

Inoltre, anche gli ainminoacidi corrispondenti 
L-f enilalanina, L-tirosina ed L-DOPA possono essere . 
determinati quantitativamente previa conversione 
enzimatica nei corrispondenti chetoacidi mediante 
reazione di deaminazione ossidativa enzimatica e 
successiva reazione con i composti f ehazinici . 

Infine, l'uso di appropriate condizioni 
sperimentali quali l'impiego di diff erenti tamponi 
alcalini permette di ottenere informazioni 
quantitative sulla concentrazione dei singoli 
amminoacidi o chetoacidi anche se presenti 
simultaneamente, in funzione dei complessi di 
trasf erimento di carica che si formano. 

Infatti, gli autori della presente invenzione 
hanno osservato che il coefficiente di estinzione 



molare (e) del complesso tra i derivati della 
fenazina ed i suddetti chetoacidi dipende non 

soltanto dalla- forza ionica del mezzo (Tab. 1) ma 

» 

anche dalla natura del tampone usato, come si evince 
dai dati riportati nella Tabella 2. 



Tabella 2 



Tampone 1 M 


6 PPA 


S HPP 


8 DHPP 


Fosfato pH 8,5 


17000 


13500 


13500 


Fosfato pH 8,0 


16000 


12000 


12000 


Fosfato pH 7,5 


12000 


10000 


10000 


TRIS-HC1 pH 8,5 


16500 


3500 


3500 


TRIS-HC1 pH 8,0 


14000 


2500 


2500 


TRIS-HC1 pH 7,5 


10000 


1000 


1000 


Glicina-NaOH pH 
8,5 -x 


9000 


1300 


1200 


Glicina-NaOH pH 
9,5 


7000 


600 


600 


Borato pH 8,5 


9000 


2200 


2000 


Borate pH 9/5 


8000 


2700 


2600 



Coefficient! di estinzioni molari dei complessi PPA-PMS, 
HPP-PMS e DHPP-PMS in vari tamponi . 



A titolo esemplif icativo, 'viene riportato in 

Fig. 2 lo spettro del complesso PMS-PPA ottenuto in 

tampone K-fosfato 1 M, PH 8.5. Un identico spettro si 
ottiene impiegando il PET. 



E' importante notare che alcuni tamponi quali, 
ad esempio, il TRIS-HC1 riducono drasticamente il 
coefficiente di estinzione dei complessi HPP-PMS e 
DHPP-PMS lasciando sostanzialmente inalterato quello 
del complesso PPA-PMS. E' quindi possibile 
discriminare facilmente la quantita di PPA presente 
nel campione dalla somma di HPP + DHPP. 

I relativi kit diagnostici basati sulla 
suddetta reazione possono essere vantaggiosamente 
irapiegati per la diagnosi di patologie congenite clie 
sono caratterizzate da inusuali alte concentrazioni 
ematiche o urinarie di PPA, HPP e DHPP o dei loro 
corrispondenti amminoacidi, L-f enilalanina, L- 
tirosina ed L-DOPA, 

Forma, pertanto, oggetto specifico della 
presente invenzione un metodo per la determinazione 
quantitativa e semiqiiantitativa degli L- amminoacidi 
L-f enilalanina, L-tirosina, L-3,4- 

diidro-ssif enilalanina e dei loro corrispondenti 
chetoacidi in un fluido biologico quale, ad esempio, 
siexo o urina, per la diagnosi e il monitoraggio di 
dismetabolismi congeniti di detti L- amminoacidi 
comprendente le seguenti fasi: 

a) reazione dei chetoacidi presenti nel fluido 
biologico prelevato, o ottenuti per deamminazione 



ossidativa dai corrispondenti aitiminoacidi a loro 
volta present! nel fluido biologico prelevato; con un 
sale organico derivato della fenazina in presenza di 
almeno un tampone alcalino, con formazione dei 
corrispondenti complessi a trasf erimento di carica; 

b) misurazione dell'assorbanza dei complessi a 
trasferimento di carica ottenuti nella fase a) in un 
intervallo di lunghezza d' onda compreso tra i 650 e i 
690 nm, pref eribilmente 663 nm, e determinazione 
quantitativa della concentrazione di detti 
amminoacidi o loro . corrispondenti chetoacidi nel 
fluido biologico. 

I sali organic! derivati della fenazina che 
possono essere impiegati nel metodo secondo la 
presente invenzione per la reazione con i chetoacidi 
corrispondenti ai suddetti amminoacidi sono scelti 
dal gruppo che consiste in fenazina metosolf ato e 
fenazina etosolfato.Quando- il fluido biologico e 
siero, • gli L- amminoacidi in esso presenti sono 
sottoposti pr.eventivamente a reazione di 
deamminazione ossidativa condotta per via enzimatica 
o per via chimica. 

Qualora la reazione di deamminazione ossidativa 
degli L-amminoacidi prevista nel metodo secondo la 
presente invenzione sia condotta per via enzimatica, 



detta reazione awiene ad opera della L-amminoacido 
ossidasi in ambiente alcalino. 

Nel caso specif ico in cui l f L-amminoacido sia 
la L-f enilalanina, la reazione di deamminazione 
ossidativa viene condotta per via enzimatica ad opera 
dell'enzima L-^-f enilalanina deidrogenasi in ambiente 
alcalino ed in presenza • di un cofattore di 
ossidoriduzione quale, ad esempio, il NAD + . 

Inoltre, la reazione di formazione del 
complesso a trasf erimento . di carica tra i sali 
organici e i chetoacidi sopra menzionati awiene in 
ambiente alcalino mantenuto dalla. presenza di almeno 
un tampone alcalino. Sebbene una molteplicita di 
tamponi rendono possibile la reazione, gli esempi 
riportati prevedono l'impiego del tampone sodio 
fosfato, potassio fosfato .e Tris-HCl. Tale reazione 
puo essere condotta sia su un supporto solido che in 
soluzione. 

Secondo una particolare forma di realizzazione 
del metodo della presente invenzione, dopo la fase a) 
di formazione dei complessi a trasf erimento di 
carica, questi ultimi posspno essere separati 
mediante, ad esempio,. HPLC, e successivamente 
determinati quantitativamente mediante rivelazione 
spettrof otometrica . 



Come sopra accennato, il metodo secondo la 
presente invenzione pud essere vantaggiosamente 
impiegato per la diagnosi ed il monitoraggio di 
dismetabolismi congeniti degli L-amminoacidi L- 
f enilalanina, L-tirosina, L-3, 4- 

diidrossif enilalanina, detti dismetabolismi essendo, 
ad esempio, la f enilchetonuria, 1' iperf enilalaninemia 
non-f enilchetonurica, la tirosinosi, i.l 

neuroblastoma, nonche il monitoraggio di terapie 
f armacologiche per il morbo di Parkinson. 

Costituiscono ulteriore oggetto della presente 
invenzione i relativi kit diagnostici basati sulla 
reazione tra i sali organici dei derivati della 
fenazina ed i corrispondenti chetoacidi degli L- 
amminoacidi sopra menzionati. I kit possono essere 
vantaggiosamente impiegati per la diagnosi ed il 
monitoraggio di dismetabolismi congeniti degli L- 
amminoacidi quali, L-f enilalanina, L-tirosina, L-3, 4- 
diidrossif enilalanina mediante la determinazione 
quantitativa dei corrispondenti chetoacidi e 
comprendono : 

a) un sale organico derivato dalla fenazina 
quale, ad esempio, fenazina metosolfato e fenazina 
etosolfato, su supporto solido quale, ad esempio, 
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dischetti di cellulo'sa o altri materiali adsobenti o 



in soluzione; 

b) un tampone alcalino quale, ad esempio, il 
tampone, potassio-f osf ato, tale che il coef ficiente di 
estinzione molare dei complessi a trasf erimento di 
carica derivanti dalla reazione tra detti chetoacidi 
e detto sale organico della fenazina sia superiore a 
13.000 M" 1 cm" 1 a 663 rim. 

In una forma di realizzazione, il kit comprende 
ulteriormente un secondo tampone alcalino in grado di 
ridurre il coefficiente di estinzione molare dei 
complessi a trasf erimento di carica derivanti dalla 
reazione dei chetoacidi 3-idrossif enilpiruvico e 3,4- 
diidrossifenilpiruvico con il sale organico derivato 
dalla fenazina a valori inferiori a 3.600 M" 1 cm" 1 . 

Detto secondo tampone alcalino in grado di 
ridurre ' .il coefficiente di estinzione molare dei 
complessi a trasf erimento di carica e scelto, a 
titolo esemplif icativo, nel gruppo che consiste • in 
Tris-HCl, glicina-NaOH e borato. 

Infine, detti kit diagnostici possono essere 
impiegati per la determinazione quantitativa della L- 
f enilalanina, L-tirosina ed L-DOPA previa conversione 
. enzimatica nei corrispondenti chetoacidi e successiva 
reazione con i composti fenazinici. In questa forma 
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preferita di realizzazione detti kit comprendono 
ulteriormente un enzima per la deamminazione 
ossidativa di ■ detti L-amminoacidi quale, ad esempio, 
L-amminoacido ossidasi. . Quando, invece, l f L- 
amminoacido e la L-f enilalanina, , 1' enzima impiegato 
puo essere la L-f enilalanina deidrogenasi in presenza 
di un cofattore di ossidoriduzione quale, ad esempio, 
NAD + . 

Alcuni risultati sperimentali ottenuti 
nell'ambito della presente invenzione, inclusi i 
saggi biochimico-clinici su supporto solido ed in 



6££ 

soluzione per l'analisi semi quant it at iva e jSp 
quantitativa di PPA, HPP e DHPP nei fluidi biologici, &® 
sono riportati a titolo esemplif icativo, ma non 
limitativo nel seguito ed illustrati nelle figure 
allegate,. in cui : 

la Figura 1 mostra la reazione di formazione del 
complesso a trasf erimento di carica PMS-PPA tra il 
f enilpiruvico (PPA) e la fenazina metosolfato (PMS); 

la Figura 2 .mostra gli spettri di assorbimento 
del PMS . (lmM) in tampone K-fosfato 1 M, pH 8,5 e del 
complesso PMS-PPA ottenuto nello stesso tampone in 
presenza di PMS 1 mM e PPA 0.1 mM. II complesso PMS- 
PPA p'resenta un A,, max a 663 run; 
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la Figura 3 mostra i valori di assorbanza a 663 
nm (unita arbitrarie) in funzione della 
concentrazione di PPA, HPP e DHPP dopo reazione con 
PMS come riportato nell'esempio 1; 

la Figura 4 mostra i valori di assorbanza a 663 
nm in funzione della concentrazione di PPA+HPP+DHPP 
(jaM) dopo reazione con PMS secondo l'esempio 3; 

la Figura 5 mostra i valori di assorbanza a 663 
nm in funzione della concentrazione di L-phe+LTyr+L- 
DOPA (|iM) trattati secondo l'esempio 5; 

la Figura 6 mostra i valori di assorbanza a 663 
nm in funzione della concentrazione di L-phe+LTyr+L- 
DOPA (jjM) trattati secondo l'esempio 6; 

la Figura 7 mostra i valori di assorbanza a 6 63 
nm in funzione della concentrazione di L-phe (|oM) 
trattato secondo l'esempio 7; 

la Figura 8 mostra i valori di assorbanza a 663 
nm in funzione della concentrazione di L-phe+LTyr+L- 
DQPA QiM) trattato secondo l'esempio 8. 

Esempxo 1 ; Test su supporto solido per la 
det-e-rminazione semiquantitativa dex chetoacidi 
fenilpiruvico, 3-idrossifenilplruvlco, ( 3,4- 

diidrossifenllplruvico nelle urine. 

• • ■ ; . 

'a) Preparazione dello stick diagnostic© . • 
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I dischetti di cellulosa di 2 cm di diametro 
vengono immersi in una soluzione 10 mM di PMS (Sigma, 
USA) disciolto in etanolo assoluto. Dopo 1-2 minuti 
i dischetti vengono prelevati e asciugati al buio in 
corrente di aria tiepida (30°C) . Una volta essiccati 
vengono conservati al .buio in involucri di fogli di 
alluminio e se mantenuti a temperatura ambiente sono 
stabili per almeno 1^ anno. 

b) Procedura di dosaggio 

II campione urinario in volume pari a 1 ml 
viene diluito 1:1 con Tampone fosfato 1M a pH 8,5. 
Mediant e micropipetta 0,1 ml del campione urinario 
cosi diluito viene depositato sullo stick contente 
PMS e preparato come descritto in a) . 

La presenza di PPA, HPP o DHPP e evidenziata 
dalla sviluppo del complesso di colorazione azzurro- 
blu che appare dopo circa un minuto e raggiunge la 
massima colorazione dopo circa 15 minuti di reazione. 

Una determinazione semi q uantitati ve, pud essere 
ottenuta per confronto con una apposita scala 
cromatica. II limite inferiore di determinazione 
corrisponde ad una concentrazione urinaria di 
chetoacidi pari a 30 jjM. 

Per una determinazione piu accurata pud essere 
utilizzqito un lettore fotometrico a riflettanza con 
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filtro a 660 nm. Nella Figura 3 vengono riportati i 
valori di assorbanza espressi in unita arbitrarie 
ottenuti con campioni urinari implementati con 
quantita note dei chetoacidi (PPA+HPP+DHPP) ed i 
medesimi valori a cui viene sottratto il valore del 
bianco (Test-BK) . 

I punti sperimentali riportati nella Fig. 3 
rappresentano la media di quattro differenti test 
effettuati su un medesimo campione urinario con i 
corrispondenti errori standard. 

Esempio 2: Test su supporto solido per la 
determinazlone semiquantitativa di PPA e di HPP + 
DHPP nelle urine. 

Una procedura che consente di valutare la 
concentrazione di PPA e quella di HPP + DHPP prevede 
il confronto color imetrico (su scala cromatica oppure 
con dispositivo fotometrico a riflettanza) tra due 
sticks, preparati come nell' Esempio 1 e fatti reagire 
con 0,1 ml del campione urinario diluito 1:10 sia 
in tampone fosfato, 1M, pH 8.5, sia in Tampone TRIS- 
HC1 1 M a pH 8,5. Quesfultimo tampone riduce 
drasticamente 1' assorbanza dovuta ai complessi HPP- 
PMS e DHPP-PMS (8 = 3500 VT 1 cm" 1 ) mentre lascia 
sostanzialmente inalterato il contributo dovuto al 
PPA. E' possibile ricavare facilmente la 
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concentrazione di PPA e quella di HPP + DHPP sulla 
base di un sistema a due equazioni e due incognite. 
Nella Tabella 4 vengono riportati i valori ottenuti 
applicando tale procedura a vari campioni 
implement at i di quantita note di PPA e HPP e DHPP. 



Tabella 4 



PPA 
(MM) 


HPP+DHPP 
(MM) 


Assorbanza in 
T.F. (unita 
arb.) 
(Test— BK) 


Assorbanza in 
T.TRIS-HCl 

(unita arb . ) 

(Test-BK) 


PPA 

Calcolato 
(MM) 


HPP+DHPP 
Calcolato 

(MM) 


100 


0 


1.70 ± 0.05 


1. 60 ± 0.05 


92 


8 


0 


100. 


1.35 ± 0.05 


0.30 ± 0.05 


0 


100 


50 


50 


1.52 + 0.05 


1.05 ± 0.05 


53 


47 


100 


50 


2.37 ± 0.04 


1.87 ± 0.05 


98 


51 


150 


50 


3.31 + 0.05 


2.72 ± 0.07 


148 


59 


50 


100 


2.25 ± 0.03 


1.20 ± 0.06 


47 


105 


100 


100 


3.09 ± 0.06 


2.10 ± 0.09 


107 


96 



Esempio 3: Test in soluzlone per la 

determinazione semi -quant itativa di PPA, HPP e. DHPP. 

In due cuvette separate contenenti 0,90 ml di 

una soluzione 1 iriM di PMS i~ 4 7~— K-fosfato a pH 

8,5 (1 M) e EDTA 0,1 mM, vengono aggiunti nella prima 
0,1 ml di acqua deionizzata per la preparazione del 
bianco (BK) e nella seconda 0,1 ml di campioni 
urinari da analizzare (Test) . 

Ai valori di assorbanza ottenuti per ciascun 
saggio vengono sottratti i valori dei corrispondenti 



bianchi (BK) . considerando un coef f iciente di 
estinzione medio dei complessi PMS-PPA, PMS-HPP e 
PMS-DHPP (8 = 15.000 cm^M" 1 a 663 nm) , i valori di 
assorbanza a 663 nm sono proporzionali .alia 
concentrazione dei chetoacidi present! nel campione 
urinario, come mostrato in Fig. 4. II limite 
inferiore di determinazione dei chetoacidi nella 
miscela di saggio e pari a 3 nmoli/ml, corrispondente 
ad una concentrazione di 30 nmoli/ml di chetoacidi 
urinari . II saggio fornisce dunque un appro ssimativo 
valore somma dei chetoacidi .PPA, HPP e DHPP. 

Esempio 4 : Test in soluzione per la 
determinazione quantitativa di PPA e di HPP+DHPP 
nelle urine. 

La procedura si basa sul confronto del saggio 
riportatb nell' esempio 3 con un secondo saggio che 
prevede 1'uso di Tampone TRIS-HC1 1 M a pH 8,5 per la 
diluizione del campione urinario. Tale miscela 
tampone riduce drasticamente 1' assorbanza a 663- nm 
dovuta ai complessi HPP-PMS e DHPP-PMS (s = 3500 M" 1 
cm" 1 ) mentre lascia inalterato il contributo dovuto 
al PPA. Con un semplice sistema di due equazioni e 
due incognite e possibile risalire alia 
concentrazione di PPA e di HPP+DHPP. 



I campioni che presentano valori superiori alia 
media possono essere ulteriormente analizzati 
mediante procedura HPLC descritta in seguito che 
permette una accurata quantizzazione di PPA-PMS, HPP- 
PMS e DHPP-PMS. 

II saggio spettrof otometrico- pud essere 
effettuato sia end-point che in cinetica. II saggio e 
stato- ottimizzato sia su spettrof otometri 
tradizionali sia su micropiastre* a pozzetti multipli 
mediante lettori fotometrici con filtrb a 660 nm. In 
quest f ultimo caso e previsto un volume finale di 0,3 
ml lasciando inalterate le proporzioni dei reagenti. 

Esempio 5 : Test su supporto s'olido per la 
dotermlnazione quantitatlva degli amminoacidi L- 
fenilalanina + L-tirosina + L-DOPA present! nel siero 
umano. 

La concentrazione totale di L-f enilalanina, L- 
tirosina . ed L-DOPA nel siero viene determinata in 
presenza di L-aminoacido ossidasi (L-AAO) (EC 
1.4.3.2) -che e in grado di deaminare ossidativamente 
tali amminoacidi secondo il seguente schema: 

L-AA.O 

L-Phe + O z ► PPA + NH 3 + H 2 0 2 

L-AAO 

L-Tyr + O z ► HPP + NH 3 + H 2 0 2 , 
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L-AAO 

L-DOPA + 0 2 . ► DHPP PP + NH 3 + H 2 O z 

I chetoacidi PPA, HPP e DHPP vengono determinati 
mediante reazione con il PMS o PES su un supporto 
solido similmente a quanto precedentemente descritto 
nell' esempio 1. 

Un campione contenente 0,5 ml di siero umano 
come tale o implementato di quantita note ed 
equimolari di L-f enilalanina, L-tirosina ed L-DOPA 
viene diluito con un identico volume di tampone K- 
fosfato 1 M a pH 8,5 ed incubato con 0,2 U di L- 
aminoacido ossidasi commerciale (SIGMA, USA) . Dopo 
trenta minuti di incxibazione a 20 °C, i campioni 
vengono analizzati deponendo 0,1 ml su uno . stick 
preparato come descritto nell' Esempio 1. Dopo 15 
minuti la reazione e completa e lo sviluppo 
colorimetrico viene valutato mediante apparato 
fotometrico a riflettanza a 663 nm, come mostrato dai 
risultati riportati in Fig, 5. 

Esempio 6: Test . in soluzione per la 
determinazione quantitativa degli amminoacidi L- 
fenilalanina + L-tirosina + L-DOPA in siero. . 

II campione pari a 0,5 ml di siero umano come 
tale o implementato di quantita note ed equimolari di 



L-f enilalanina, L-tirosina ed L-DOPA vengono diluiti 
con identico volume di tampone K-fosfato 1 M a pH 8,5 
e incubati con 0,2 U di L-aminoacido ossidasi 
commerciale ' (SIGMA, USA) ed 1 mM di PMS • 

Dopo trenta minuti di incubazione a 20°C, i 
campion! vengono analizzati spettrof otometricamente a 
663 nia ed ai valori di assorbanza misurati vengono 
sottratti dei valori di assorbanza dei corrispondenti 
bianchi irealizzati incubando i medesimi reagenti in 
assenza dell' enzima L-aminoacido ossidasi. 

I valori di concentrazione totale di L- 
f enilalanina, L-tirosina ed L-DOPA sono ricavabili 
considerando un coefficiente di estinzione medio dei 
complessi PMS-PPA, PMS-HPP e PMS-DBPP (s = 15.000 cm" 
1 M~ 1 a 663 nm) . Nella Fig/ 6 sono riportati i valori 
di assorbanza ottenuti. 

Esempio 7 : Test su supporto solido per la 
determlnazione quantitative dl L-f enilalanina 
present e in siero umand. 

La determinazione della sola L-f enilalanina in 
siero su un supporto solido - ^puo essere ottenuta 
impiegando la procedura descritta nell' esempio 5 
sostituendo la L-amminoacido ossidasi con la L- 
fenilalanina deidrogenasi (Sigma, USA) , un enzima che 



deamina selettivamente la L-f enilalanina a PPA a pH 
alcalino in presenza di NAD + . 

Si procede con la diluizione di 0,5 ml di siero 
con un identico volume di tampone K-fosfato 1 M a pH 
8,5, successivamerite incubati a 37 °C con 1 U di L- 
fenilalanina deidrogenasi (SIGMA-USA) e 0,4 mM di 
NAD + . Dopo trenta minuti di incubazione, 0,1 ml del 
campione vengono deposti su stick preparato come 
descritto nell'esempio 1. Dopo 15 minuti la reazione- 
e completa e lo sviluppo colorimetrico viene valutato 
mediante apparato fotometrico a riflettanza a 663 nm 
come mostrato nella Fig. 7. Nelle condizioni 
sperimentali impiegate, la cross-reattivita della .L- 
tirosina risulta minore dell' 1%. 

Esempio 8 : Test in soluzione per la 
determinazlone quantitativa di L-fenilalanina nel 
si er o . 

II campione di volume pari a 0, 5 ml di siero 
umano come tale o implementato di quantita note di L- 
fenilalanina viene diluito con. un identico volume di 
tampone" K-f os fat o 1 M a pH 8,5 contenente 1 U di L- 
fenilalanina deidrogenasi (Sigma, Usa) , 0,4 mM di 
NAD + (SIGMA, USA) e PMS (2 mM) . Dopo trenta minuti di 
'irictlbazione a 20 °C, i campioni vengono analizzati 
spettrofotometricamente a 663 nm in cuvette da 1 cm 



di cammino ottico. I risultati sono riportati nella 
Fig. 8. 

Esempio 9 : Dosaggio di f enilalanina su campioni 
ematicl di neonati per la diagnosi precoce della 
fenilchetonuria. 

La procedura si basa sull' estrazione degli 
amminoacidi serici da campioni di sangue intero 
depositati su carta da filtro, conversione enzimatica 
della L-f enilalanina in PPA mediante L-f enilalanina 
deidrogenasi in presenza di NAD + e successiVa 
reazione con il PMS per formare il. complesso PMS-PPA 
secondo la procedura riportata nell' esempio 8, 

Si procede con il prelievo di 0,1 ml di sangue 
intero dal tallone del neonato che vengono depositati 
su dischetti di carta da ■ filtro del diametro di 12,7 
mm. Tali campioni, una volta essiccati, - possono 
essere conservati a temperatura ambiente per almeno 
un mese. 

I dischetti vengono immersi per un breve 
periodo di tempo in metanolo per fissare le proteine 
alia cellulosa, successivamente es"siccati e da essi, 
mediante apposita punzonatrice, si ricavano . degli 
ulteriori dischetti di 4 mm di diametro. Tali 
dischetti vengono immersi per 10 minuti in 0,5 ml di 



tampone fosfato 1 M a pH 8,5 e tampone TRIS-HCl 1 M a 
pH 8/5 e mantenuti sotto agitazione. 

Quindi, 0,19 ml dell' estratto (E) vengono 
incubati in micropiasta a pozzetti multipli con 0,04 
ml di NAD + (0,6 mM) , L'-f enilalanina deidrogenasi (1 
U) , e 0,03 ml di PMS (10 mM) . Dopo 30 minuti di 
incubazione a 25 °C, la concentrazione di L- 
fenilalanina pud essere determinata su micropiasta a 
pozzetti multipli con . rivelatore fotometrico 
prowisto di filtro a 663 nm. 

Le letture di assorbanza a 663 nm risultano 
proporzionali alia concentrazione di L-f enilalanina 
in un ambito compreso tra 1 mg/dl (0,05 mM) e 15 
mg/dl (1 mM) . 

II limite inferiore di determinazione 
corrisponde ad una concentrazione serica di L- 
fenilalanina di 0,08 mM, 

II saggio descritto e "end point" ma procedure 
cinetiche che prevedono tempi di analisi inferiori 
sono anche possibili- Inoltre, a saggio ultimato, e 
possibile introdurre nel medesimo campione una 
quantita nota di f enilalanina, da impiegarsi come 
standard interne Tale procedura aggiuntiva consente 
di saggiare 1'efficienza del sistema enzimatico e di 



rivelazione nel saggio effettuato, limitando i casi 
di "falso negativo". 

Una alternativa particolarmente utile da un 
punto di vista diagnostico e rappresentata dall'uso 
di appositi stick di cellulosa sui quali sono stati 
preventivamente fatti assorbire NAD* (0,4 mM) il PMS 
(10 mM) . 

II campione pari a 0,03 ml di estratto (E), 
implementato di 0,1 U di L-f enilalanina deidrogenasi, 
viene depositato sullo stick; dopo 1 . ora 'a 
temperatura ambiente il complesso PMS-PPA, 
stechiometrico alia L-f enilalanina serica, pud essere 
detenainato quantitativamente con apparato 

fotometrico a riflettanza con filtro a 660 run. La 
lettura di assorbanza al tempo zero viene sottratta 
alia lettura rilevata dopo un ora. II limite 
inferiore di determinazione ed il range di linearita 
e simile a quello riscontrato con la procedura 
riportata. 

Esempio 10 : Procedura di separazlone e 

quantizzazione del complessi PMS-PPA, PMS-HPP e PMS- 
DHPP mediante HPLC. 

I complessi PMS-PPA, PMS-HPP e PMS-DHPP sono 
stati separati e determinati quantitativamente 
impiegando un apparato HPLC con colonna a fase 
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inversa Ultrasphere C18 (Spin, 80 A) . Si impiega un 

gradiente lineare che partendo dal 100% di H 2 0, 

raggiunge il .100% di metanolo in 35 minuti. La 

lunghezza d' onda del rivelatore spettrof otometrico e 

fissata a 663 nm. I tre complessi eluiscono come 

picchi simmetrici e identificati in base al diverse 

tempo di ritenzione (PMS-PPA = 2 6 minuti; PMS-HPP = 

23 minuti; PMS-DHPP = 21 minuti) . Le aree dei picchi 

.di eluizione sono proporzionali alia quantita di 

chetoacidi ed il limite inferiore di rivelazione e 

di circa 0,6 nmoli per ml di soluzione. 

La presente invenzione* quindi riguarda anche 

esempi di varie applicazioni analitiche finalizzate 

alia diagnosi di varie patologie umane ed al 

controllo di terapie f armacologiche . VN MANDATARio 

per se e per gtt altrt 

Serena Gitto 
(N # d'iscr. 962B) 



m 

in « 



ICS 



€0 



/ - 36 - 

rivendicazioni 2 0 0 3 A 0 0 0 5 5 

1. Metodo per la determinazione quantitativa e 
semi-quantitativa degli L-amminoacidi L-f enilalanina, 
L-tirosina, L-3, 4-diidrossif enilalanina e dei loro 
corrispondenti chetoacidi in un fluido biologico,- per 
la diagnosi e il monitoraggio di dismetabolismi 
congeniti di detti L-amminoacidi, comprendente le 
seguenti f asi : 

a) reazione dei chetoacidi presenti nel \ fluido 

biologico prelevato, o ottenuti per deamminazione &® 

9E 

ossidativa dai corrispondenti amminoacidi a loro g| 

} 

volta presenti nel fluido biologico prelevato, con un 
sale organico derivato della fenazina in presenza di 
almeno un tampone alcalino, con formazione dei 
corrispondenti complessi a trasf erimento di carica; 

b) misurazione dell' assorbanza dei complessi a ti| 
trasf erimento di carica ottenuti nella fase a) in un 
intervallo di lunghezza d' onda compreso tra 650 e 690 
nm e determinazione quantitativa della concentrazione 
di detti amminoacidi o loro corrispondenti chetoacidi 
nel fluido biologico. 

2. Metodo secondo la rivendicazione 1, in cui il 
sale organico derivato della fenazina e scelto dal 
gruppb che consiste in fenazina metosolfato e 
fenazina etosolf ato . 
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3. Metodo secondo la rivendicazione 1, in cui il 
fluido biologico e siero o urina. 

4. Metodo secondo la rivendicazione 1, in cui 
detto fluido biologico e siero e gli L-amminoacidi in 
esso presenti sono sottoposti prevent ivamente a 
reazione di deamminazione ossidativa condotta per via 
enzimatica o per via chimica. 

5. Metodo secondo la rivendicazione 4, in cui la 
reazione di deamminazione ossidativa di detti L- 
amminoacidi e condotta per via enzimatica, per 
reazione con l'enzima L-amminoacido ossidasi in 
ambiente alcalino. 

6. Metodo secondo la rivendicazione 4, in cui 
quando 1' L-amminoacido e la L-f enilalanina la 
deamminazione ossidativa e condotta per via 
enzimatica per reazione con l'enzima L-f enilalanina 
deidrogenasi in ambiente alcalino in presenza di un 
cofattore di ossidoriduzione. 

7.. Metodo secondo la rivendicazione 6, in cui il 
cofattore di ossidoriduzione e NAD + . 

8. Metodo secondo la rivendicazione 1, in cui 
detti almeno un tampone alcalino sono scelti dal 
gruppo che consiste in sodio fosfato, potassio 
•fosfato,, TRIS-HC1. 



9. Metodo secondo la rivendicazione 1, in cui la 
fase a) e condotta su un supporto solido o in 
soluzione . 

10. Metodo secondo la rivendicazione 1, in cui 
detti dismetabolismi consistorio in f enilchetonuria, 
iperf enilalaninemia non-fenilchetonurica, tiros inosi, 
neuroblastoma, morbo di Parkinson. 

11. Kit per la diagnosi e il monitoraggio di 
dismetabolismi congeniti degli L-amminoacidi L- 
f enilalanina, L-tirosina, L-3, 4-diidrossif enilalaniria 
mediante determinazione quantitativa dei 
corrispondenti chetoacidi comprendente : 

a) un sale organico derivato dalla fenazina su 
supporto solido o in soluzione; 

b) un tampone alcalino tale che il coefficiente di 
estinzione molare dei complessi a trasf erimento di 
carica derivanti dalla reazione tra detti chetoacidi 
e detto sale organico della fenazina sia superiore a 
13.000 M" 1 cm"" 1 . 

12. Kit secondo la rivendicazione 11, in cui il 
sale organico derivato dalla fenazina e scelto dal 
gruppo che consiste in fenazina metosolfato e 
fenazina etosolf ato . 



13. Kit secondo la rivendicazione 11, in cui il 
supporto solido consiste in dischetti di cellulosa o 
simili supporti adsorbenti 

14. Kit secondo la rivendicazione 11, in cui il 
tampone alcalino b) e il tampone fosfato. 

15. Kit secondo la rivendicazione 12, che comprende 
ulteriormente : 

c) un secondo tampone alcalino in grado di ridurre 
il ' coef f iciente di estinzione ntolare dei complessi a 
trasf erimento di carica derivanti dalla reazione dei 
chetoacidi ' 3-idrossif enilpiruvico e 3,4- 
diidrossif enilpiruvico con il sale organico derivato 
della fenazina a valori inferiori a 3 600 M"" 1 cm"" 1 . 

16. Kit secondo la rivendicazione 15, in cui detto 
secondo tampone alcalino c) e scelto nel gruppo che 
consiste in TRIS-HC1, glicina-NaOH, borato. 

17. Kit secondo ognuna delle rivendicazioni da 11 a 
16, che comprende ulteriormente: 

d) un enzima per la deamminaziQne ossidativa di detti 
L-amminoacidi . 

18. Kit secondo la rivendicazione 17, in cui 
1' enzima in cui la reazione di deamminazione 
ossidativa di detti L-amminoacidi e condotta per via 
enzimatica, per reazione con 1' enzima L-amminoacido 
ossidasi in ambiente alcalino. 
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19. Kit secondo la rivendicazione 17, in cui quando 
1' L-amminoacido e la L-f enilalanina, l'enzima e L- 
fenilalanina deidrogenasi in presenza di un cofattore 
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di ossidoriduzione . §?s 

20. Kit secondo la rivendicazione 19, in cui il i£- 

cofattore di ossidoriduzione e NAD* . ^ 
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